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RÉSUMÉ. Une méthode d’inclusion en blocs de résine plastique et une méthode de montage 
entre lame et lamelle sont proposées pour la conservation et la présentation de squelettes ou de 
fragments de squelettes de Vertébrés colorés au bleu alcian et à Falizarine. Après la double 
coloration les échantillons sont soumis successivement à un lavage dans Feau distillée, une 
déshydratation soignée dans l'alcool; pour les blocs, un passage dans l'acétone et une série de 
bains allant du styrène pur au stratyl pur en passant par des solutions de concentrations crois- 
santés de stratyl dans le styrène. L'inclusion est réalisée de préférence dans des moules en 
résine élastomère souple. Pour le montage entre lame et lamelle d'échantillons plats on utilise 
une résine hydrophobe (DPX, Eukit,,,,) ou aqueuse (Aquamount). Ces deux modes de conser¬ 
vation permettent au chercheur d'observer précisément les pièces squelettiques doublement 
colorées au moins à la loupe, sinon au microscope dans le cas des montages entre lame et la¬ 
melle. Ces deux modes de montage des préparations squelettiques, grâce à la facilité de leur 
manipulation et à leur solidité sont aussi d'une grande utilité en muséologie et pour renseigne¬ 
ment de l’anatomie et de l’embryologie des Vertébrés, 

SUMMARY, - Préservation and présentation of the douhle-stained spectmem with alcian blue 
and alizarin ♦ A method of enibedding in epoxy resin blocks and histological slides présentation 
of whole verte b rate skeleton, or fragments, double-stained in toto with alcian blue and alizarin 
ts proposed. A fier adéquate staining, the sam pie s are washed in dis tille d water and carefully 
completel y dehydrated through a graded sériés of éthanol. For the block préparation, the 
samples are immersed in aceton then in pure styren, a sériés of mixture of styren-stratyl until 
pure stratyl, Embedding is done in soft clastomers moulds of various size according to specimen. 
For histological présentation, preferably fiat specimens are mounted in an hydrophobie resin 
iDPX, Eukittl or mounted directly in aquamount, Both methods of skeleton préservation 
allow a précisé observation of the spécimens with the binocular microscope, especially for the 
histological slides owing to ilieir easy handling, This feature is prominent forteachîng purposes 
in anatomy and embryoiogy as weli as for présentation of skeleton in Muséum. 
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La technique de double coloration du squelette de spécimens entiers de Ver* 
tébrés, au bleu alcian et à Talizanne, mise au point par Simons et Van Horn (1971 ), 
a permis des progrès appréciables aux études ostéologiques par la constance de ses 


U) Equipe de Recherche « Formations Squelettiques ». Laboratoire d'Anatomie Comparée, 
2 Place Jussieu, 75251 Paris Cédex 05, France, 
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résultats. En effet, la technique de Burdi (1965), plus ancienne, n’a pas toujouis 
une bonne reproductibilité. Les diverses modifications concernant la fixation ini¬ 
tiale et rétape de coloration au bleu alcian (Inouyé 1976, Wassersug 1976, Whitaker 
et Dix 1979, Kimmel et Trammel 1981, Newman et aL 1983, Taylor et Dyke 
1985), Téclaircissement des échantillons (Mayorga 1965, Taylor 1967, Dingerkus 
et Uhler 1977) ou le traitement à l’acétone pour des échantillons fragiles (Mac 
Leod, 1980), proposées par différents auteurs sont le résultat d’adaptations de la 
technique de Simons et Van Hom (1971) à tel ou tel type de matériel. Tous ces 
auteurs sont unanimes sur le milieu de conservation des échantillons colorés et pro¬ 
posent la glycérine. 

Le stockage des échantillons, tels des poissons, dans la glycérine, ainsi que leur 
manipulation pour l'observation, peut présenter bien des contraintes. Nous vou¬ 
drions proposer deux techniques qui, tout en conservant une bonne transparence 
des tissus non squelettiques, autorisent des observations ostéologiques correctes et 
permettent à la fois une bonne conservation et un rangement commode des prépa¬ 
rations. 


MATÉRIEL ET MÉTHODES 

v 

Nous ne reviendrons pas en détail sur la technique de coloration qui a été abon¬ 
damment perfectionnée et discutée (voir notamment Taylor et Dyke 1985). Disons 
simplement qu’en ce qui concerne le matériel frais nous avons toujours utilisé la 
technique de Simons et Van Horn (1971), c’est-à-dire fixation-coloration au bleu 
alcian simultanément en prenant la précaution d’ajouter 5 volumes de formol 10 % 
à 95 volumes de mélange fixateur-colorant. Le formol entraîne un certain tannage 
des protéines permettant un meilleur maintien des éléments squelettiques, notam¬ 
ment lors des étapes de Téclaircissement à la potasse. 

Nous proposons deux modes de montage définitifs, selon la taille des pièces 
colorées, et permettant de se dispenser de la conservation en milieu glycériné : 
1 ) Inclusion dans une résine synthétique pour les échantillons dont toutes les di¬ 
mensions sont supérieures à 2 ou 3 mm; 2) Montage entre lame et lamelle pour les 
échantillons ou fragments dont l'épaisseur est inférieure â 3 mm. 


Inclusion en bloc de résine. 

La transparence des structures molles, seule garante d’une bonne observation, 
nécessite Putüisation d’une résine éclaircissante. Tel est le cas du stratyl (1). Le 
styrène (1), solvant de cette résine, étant lui-même une substance éclaircissante 
les résultats obtenus, même sur de grosses pièces, sont excellents. La technique de 
base est celle mise au point pour l’inclusion de pièces squelettiques non décalci¬ 
fiées pour l’histologie osseuse (Juster et aL , 1965). Les spécimens colorés (animal 
entier ou fragment) sont lavés à l’eau distillée pour enlever l’excès d’alizarine puis 

(1) Résine Polyester Stratyl et son solvant le Styrène (Péchiney-Saint-Gobain, 93300 Auber- 
villiers). 
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déshydratés dans des alcools de degré croissant < 70^, 950 ^ 1 QCK>) en utilisant deux 
bains (et même trois pour l'alcool absolu) de quelques heures à 24 heures selon la 
taille des échantillons. Us sont ensuite plongés dans 2 bains d’acétone de 24 h cha¬ 
cun et maintenus pendant 24 h dans le styrène. L'imprégnation dans la résine se 
prépare en 3 étapes de 24 h chacune dans des solutions de concentration crois¬ 
sante de stratyl dans le styrène (Styrène 75 % - Stratyl 25 %; Styrène 50 % - Stratyl 
50 % ; Styrène 25 % - Stratyl 75 %) et se termine par un bain de 24 h dans le stratyl 
pur. On peut suivre l 1 éclaircissement progressif au cours de ces différents bains à 
partir du styrène. L'inclusion se fait directement, à la température du laboratoire, 
dans du stratyl pur auquel on ajoute préalablement 2 % de catalyseur de polyméri¬ 
sation, 

La taille du moule d'inclusion est fonction des dimensions de l'échantillon à 
inclure, 11 est possible de préparer ses propres moules avec une résine élastomère 
(I) souple ce qui évite les fractures de polymérisation du stratyl occasionnées par¬ 
fois avec l'utilisation de moules aux parois rigides (flacons en verre par exemple). 
De plus, pour avoir un échantillon complètement enrobé de résine on prendra La 
précaution de préparer une « sole d'inclusion » dans le moule (3 à 5 mm d’épais¬ 
seur de résine polymérisée) avant l'inclusion définitive de la pièce. 

Lorsque la résine est dure, on passe le bloc d'inclusion quelques heures dans 
une étuve à 60° pour obtenir une polymérisation complète, ce qui est réalisé quand 
la surface du bloc n'adhère plus au doigt (Fig, 1.3). 

Si les parois du bloc d'inclusion présentent des irrégularités on usera les faces 
concernées avec des abrasifs de grain décroissant (papiers abrasifs imperméables), 
sur une meule tournante éventuellement, et on terminera par un polissage sur ve¬ 
lours imprégné d'une suspension d'alumine. 


Montage entre lame et lamelle. 

Cette technique n'est envisageable que sur de petits échantillons : larves de petites 
tailles, ou ensembles ostéologiques (complexes urophores, nageoires, arc mandibu- 
laire et son suspensorium...) de faible épaisseur. La transparence des préparations 
ne pose pas de problème et est en rapport avec celle du milieu de montage qu'il 
s'agisse d'une résine hydrophobe (DPX, Ëukit...) ou aqueuse (Âquamount...). 

Pour une préparation dans une résine hydrophobe, on pratique comme pour les 
techniques à la paraffine : rinçage à l'eau distillée après la coloration à l'alizarine, 
déshydration soignée, solvant organique éclaircissant (toluène ou xylène) et mon¬ 
tage dans la résine entre lame et lamelle (Fig. 4). 

Pour une préparation dans une résine aqueuse, il suffira, après le lavage soigné 
qui suit la coloration à l'alizarine, de monter directement dans la résine entre lame 
et lamelle. 

Ces deux techniques ne présentent pas de difficultés particulières sur des pièces 
très fines, d'une fraction de millimètre. Si les échantillons présentent une assez 
grande surface, des bulles peuvent se former lorsque la résine sèche par suite de sa 
rétraction. Aussi est-il préférable d'exercer une légère pression sur la lamelle pen- 

(1 ) Résine Rhodorcyl Elastomère RTV 10573 (Rhône-Poulenc, ADAM, 75014 Paris). 
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dant la durée du séchage du milieu de montage. Au-dessus du millimètre d’épaisseur 
on aura intérêt, soit à utiliser des lames creuses, soit à préparer, sur la lame hîstolo- 
gique, une sorte de petite cuve de hauteur voulue avec de petites bandes de verre 
(Fig. 2). Dans ce cas on pourra utiliser le stratyl polymérisé comme milieu de 
montage. 


RESULTATS - DISCUSSION 
Blocs d’inclusion. 

Si l’on a pris la précaution de ne pas « noyer » l'échantillon dans un volume trop 
important de résine (au maximum 5 mm au-dessus et en-dessous de la pièce), l'ob¬ 
servation du matériel à la loupe se fait dans de bonnes conditions soit en lumière 
réfléchie sur fond blanc, soit en lumière transmise. La légère oxydation de la résine 
qui se traduit, parfois, par un léger jaunissement du milieu d’inclusion est négli¬ 
geable. Les colorants sont très stables; nous n'avons pas observé de perte de colo¬ 
ration sur des échantillons préparés, il y a maintenant 6 ans. L’identification des 
spécimens sera d'autant plus facile que l’on aura indu en même temps que Péchan- 
tillon, une étiquette (papier calque-transparent et encre indélébile). 

Un tel matériel, utile au chercheur, présente par ailleurs un grand intérêt péda¬ 
gogique, dans la mesure où la manipulation répétée des échantillons ne met pas en 
péril un spécimen qui pourrait se révéler fragile en milieu glycériné. 

Le styrène et le stratyl sont des milieux éclaircissants. On aura toutefois inté¬ 
rêt à enlever la peau ainsi que tout ou partie de la musculature pour améliorer la 
qualité des préparations. Les traitements à Peau oxygénée proposés par Taylor et 
Van Dyke (1985) sont indispensables sur les spécimens riches en mélanine. Le 
maintien ou le retrait des écailles sera fonction des études envisagées. 

Lames histologiques. 

Comme précédemment, les petits échantillons (larves, pièces squelettiques isolées...) 
seront mieux protégés entre lame et lamelle pour des examens répétés que dans la 
glycérine. L'observation à la loupe, mais plus encore au microscope, est facilitée 


Légendes pour la planche, page ci-contre : 

Fig. I, - TmiteUe (Salmo gairdneri) de 7,5 cm, incluse dans un bloc de stratyl, 

Fig. 2. - Arc mandibulaire et son suspensoiium (hyomandibulaireï d’une truitelle (Salmo gaird¬ 
neri) de 8 cm montés dans une « cuvette » de stratyl ménagée entre lame et lamelle. 

Fig. 3. - Nageoire et ceinture pectorale d’un carpillon (Cyprinus carpio) de 14 cm dans un bloc 
de stratyl, 

Fig. 4. Squelette caudal d’un alevin de truite (Salmo gairdneri) monté entre lame et lamelle. 

Les flèches indiquent les parois latérales du bloc de résine. 

(aa — a nguïo-articula ire; c — carré; cm = cartilage de Meckel; d = dentaire; hm = hyomandibu- 
laire; p "cartilage palatin; pm—prémaxillaire; s = symplectique). 

Les flèches indiquent les parois latérales du bloc de résine. (v= vertèbre). 
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dans le cas où les pièces étudiées sont de faible épaisseur. Le rangement et le classe- 
ment de telles préparations dans des boites histologiques est particulièrement inté¬ 
ressant. 

Comme dans le cas des blocs d’inclusion, on aura souvent intérêt, avant la 
déshydratation, à enlever la peau eî éventuellement les écailles ainsi que la muscu¬ 
lature pour améliorer la transparence, surtout dans le cas d’une observation au 
microscope. 


CONCLUSIONS 

Les deux modes de préparation des squelettes doublement colorés que nous 
avons présentés nous apparaissent parfaitement compatibles avec chacune des va¬ 
riantes techniques de coloration proposées par les auteurs. Ces deux techniques 
permettent donc d’obtenir des montages définitifs; ceci empêche toute intervention 
ultérieure directe sur l'échantillon (dissection complémentaire par exemple). Tou¬ 
tefois, pour les préparations entre lame et lamelle il est possible de récupérer les 
organes colorés par dissolution du milieu de montage dans un solvant adapté. A 
l'heure actuelle ces deux techniques nous semblent celles qui répondent le mieux 
aux contraintes posées d’une part parla < manipulation répétée & des préparations, 
d’autre part par le stockage du matériel dans les domaines de la Recherche comme 
dans ceux de la Muséologie et de l’Enseignement, 


Ce travail a bénéficié d’une aide financière du CNRS dans le cadre d’un contrat « Jeune Equipe» 
1982,1984, N° 034063. 
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Addendum 

Deux articles, centrés sur les problèmes ^éclaircissement des petits vertébrés 
après coloration au bleu alcian et à l’alizarine, sont parus depuis la réalisation du 
présent travail : 

GOSZTONY1 A,E. r 1984. The use of enzyme-based lawndry «presoaks» for clearing small 
vertebrates for alizarm red staining of bony tissues. S tain TechnoL, 59 : 305-306, 
PARK E,H. & D,S. KiM T 1 984, - A procedure fox staining cartilage and bone of whole verte- 
brate larvae while rendering ail other tissues transparent. S tain TechnoL , 59 : 269- 
272. 


